




The Stimulatory Release of Hepatic Lipase by Prazosin 
Tetsuya Nakamura 
ABSTRACT 
Prazo sin  i s  an  alpha 1 a d renoceptor  antagoni s t  u s e d  in  
pharmacotherapy for the hypertension. Prazosin improves lipid 
metabolism in vivo, but the involved mechanism is not fully 
understood. Here, we demonstrated that prazosin stimulates the release 
of hepatic triacylglyceride lipase (HTGL) from primary cultured rat 
hepatocytes. Prazosin increased phospholipase C (PLC), calcium/ 
calmodulin-dependent protein kinase II (CaMK- II) and protein kinase 
A (PK.A) activity in the hepatocytes in a time- and dose- dependent 
manner. The increased of PLC activity of prazosin-stimulated 
hepatocytes was decreased by incubation with tyrosine kinase (TK) 
inhibitors. Furthermore, the increased of PK.A activity was markedly 
decreased by PLC and CaMK inhibitors. It was also observed that 
prazosin increased cAMP content in the hepatocytes in a time- and 
dose- dependent manner. These results suggest that the prazosin­
stimulated release of HTGL from primary cultured rat hepatocytes 
is caused by activation of PLC through non-receptor tyrosine kinase 








パク質は、 超低比軍リポタンパク質(VLDL )としてトリアシルグリセロ ール(TG)を輸送して
おり、 これらのリポタンパク質中に多く含まれるTGは血管内皮に係留されているリポタン
パク質リパーゼ( LPL; Lipoprotein Lipase, EC 3.1.1.34)によって加水分解を受ける叫この L PL
と反応することによって生じたより高比重のリポタンパク質は、 次いで肝性リパーゼ(HTGL;
Hepatic Triac yl glyceride Lipase, EC 3.1.1.3)によりリポタンパク質中のTGは加水分解を受けさ
らに 一層高比重のリポタンパク質と遊離脂肪酸(FFA)およびグリセロ ールを生じ、 生成され
たFFAは各組織や癌細胞などのエネルギーとして利用される 2,3）。 またこのHTGLは、 高比重
リポタンパク質(HDL)の末梢からのコレステロ ール除去作用に関与するとされており、 主に







Fig.1. Lipoprotein Metabolism 
HTGL hydrolyzes TG in HDL and intermediate 
dens ity lipoprotein (IDL), and it is cons idered to 
play an important role in lipid m etabolis m .  
すなわちHTGLは、 生体におけるTGやFFAなどのレベルを調節することで脂質代謝上、
極めて重要な 一役を担っていると言える。 そのためHTGLの欠損は、 TGとVLDLの蓄積
を生じ、 脂質異常症を発症する竺 このHTGLは分泌型糖タンパク質として肝実質細胞にお
いて合成され、 糖の修飾を受け、 成熟したHTGLとして分泌される 。 分泌されたHTGLは
類洞に面した肝細胞と内皮細胞表面のヘパラン硫酸プロテオグリカンに結合して係留され
ているが、 分泌過程や触媒活性調節機構の詳細は未だ不明瞭である 7）。 一方、 プラゾシン
(1-[ 4-amino-6, 7-d imethoxy-quinaz ol in-2-yl ]-4-[2-furoy l]pi perazine)は1965年に開発され、 交感神
経のmアドレナリン受容体を選択的に遮断する作用があることが見出されたため血圧を低下
させる初めてのUlアドレナリン受容体選択的遮断薬として用いられてきている 8) 。 現在にお
いては、 本態性高血圧症、 腎性高血圧症や褐色細胞種、 前立腺肥大症に伴う排尿障害に用い
られる。 その後の作用機序の解析が進み血管平滑筋の CtlB アドレナリン受容体を遮断するこ
とで降圧作用を示し、 前立腺において尿道括約筋のCt1Al1 0アドレナリン受容体を遮断するこ
とで括約筋を弛緩させ排尿障害の改善がなされている 9, 10)。 薬物動態としては血中に移行した
プラゾシンは血漿タンパク質とその大部分が結合し、 さらには投与量の大部分が肝臓に取り
込まれグルクロン酸抱合等の多岐にわたる代謝を受け胆汁中に排泄される 11 , 12）。 このプラゾ
-2-














1. プラゾシンによる初代培養ラット肝細胞からのHepatic Triacylglyceride Lipaseの分泌に
対する受容体の関与
脂質代謝に影響を与える薬剤は数多く存在しており、 中でもquinazoline系骨格を持つa1ア
ドレナリン受容体拮抗薬は、 脂質代謝に影響を与える事が以前から示唆されている 13- 1 5)。 反
対に非選択性 P アドレナリン受容体拮抗薬や）レープ系、 チアジド系利尿薬ではLPL活性の減
少、 コレステロール生合成の増加やHDLの低下、 VLDLおよびLDLの増加の増加など脂質
代謝に影響を与える事が報告されている 16,17)0
プラゾシンなどa 1 アドレナリン受容体拮抗薬に分類される薬剤の特異的な作用は多く、 近
年の報告ではa 1 アドレナリン受容体に非依存的な作用としての報告も少なくない 18, 19)。 さら
にプラゾシンは、 肝臓にも発現している有機カチオントランスポ ーター(OCT) 1の強力な阻
害剤としても知られており、 多様な作用が認められている 20)。 またラット副睾丸脂肪組織に
おいてバナジン酸ナトリウムによるLPLの遊離や初代培養ラット肝細胞においてヘパリンに
よるHTGLの遊離に膜受容体型チロシンキナー ゼの関与 21,22) が報告されており、 プラゾシン




濃度の増加に伴いHTGLの分泌促進が認められた(Fig. IA)。 またHTGLタンパク質は、 活性
の増加に比例して時間依存的および濃度依存的に増加した(Fig. 1B)。 次に、 このHTGL分泌
促進作用がプラゾシンに特異的な作用であるか検討を行うためにquinazoline系釦アドレナ
-3-
リン受容体拮抗薬としてプラゾシン、 ドキサゾシン、 テラゾシンを用い、 また異なる骨格の
a1 受容体拮抗薬である 5ーメチルウラピジルを用いてこれらの濃度変化による HTGL の分泌
について検討を行った。 HTGL の分泌はプラゾシン特異的に促進が認められ、 また母核であ
る quinazoline 自体を肝細胞と伴に温置しても HTGL 分泌作用は認められなかった (Fig. 2A)。
HTGL タンパク質は、 プラゾシンのみ濃度依存的に増加したが、 ドキサゾシン、 テラゾシン、
5ーメチルウラピジルおよびキナゾリンの濃度を増加させても HTGL タンパク質の分泌は認め
られなかった (Fig. 2B)。 このプラゾシンによる HTGL 分泌に対する細胞内外の HTGL 活性の
変化を検討したところ、 プラゾシンと肝細胞との温償により細胞外の HTGL 活性は増加した
のに対し、 細胞内 HTGL 活性は低下した (Fig. 3A)。 さらに HTGL タンパク質では、 プラゾシ
ン非添加群における細胞内 HTGL タンパク質は保持されたが、 プラゾシン添加群では細胞内
HTGL タンパク質は、 時間依存的に減少が認められた (Fig. 3B)。
このプラゾシンによる特異的な作用がアドレナリン受容体を介しているかどうかa,Bアド
レナリン受容体刺激薬による競合の検討を行ったところ、 活性およびタンパク質への影響は







HTGL の活性およびタンパク質への影響はほとんど認められなかった (Fig. 5)。 しかし非受容
体型チロシンキナーゼについて検討を行ったところ、 Src チロシンキナー ゼの選択的阻害剤で
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Fig. 1. The Time Course of HTGL Release from Hepatocyte by Stimulated Prazosin and the 
Prazosin Concentration Dependence on release of HTGL 
(A) la) The hepatocytes were incubated for 0-105 min either with（●）or without (0) lOOµM prazosin.
1 b) The hepatocytes were incubated for 60 min with various concentrations (0-1 SOµM) of prazosin.
Significant differences compared with the control: **p<0.01 and ***p<0.001.
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. HTGL protein is released by prazosin time- and
dose-dependent manner. The incubation time is 0-lOSmin with（士）1OOµM prazosin, and dose response





















































Fig. 2. Comparison of HTGL Release by Alpha 1 Adrenoceptor Antagonists and Effect of 
Quinazoline Structure on Release of HTGL from Hepatocyte 
(A) 2a) The hepatocytes were incubated for 60 min with various alpha I adrenoceptor antagonists;
prazosin（●），doxazosin (0), terazosin（■），5-methylurapidil（口）．2b) The hepatocytes were
incubated for 60 min with prazosin (black bar) or quinazoline (slash bar).
Significant differences compared with each alpha I adrenoceptor antagonists: **p<0.01 and
***p<0.001. 
(B）Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with
0-200µM of various alpha 1 adrenoceptor antagonists and quinazoline, and the supematants were
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Fig. 3. Extracellular HTGL Release from the Hepatocyte and Intracellular HTGL Activity of the 
Hepatocyte 
(A) 3a) The HTGL release from hepatocytes were increased to incubate for 60 min with prazosin (black 
bar). 3b) The intracellular HTGL activity in the hepatocytes were decreased to incubate for 60 min with
prazosin (black bar).
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and ***p<0.001.
(B) The hepatocytes were incubated for 0-120 min with（土）prazosin, the hepatocytes were lysated
and centrifuged for western blot analysis with an HTGL antibody. The �-actin antibody is used for the 
loading control. 
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ある PP223) により、 プラゾシンによる HTGL の分泌は大きく抑制された。 一方、 Src チロシ
ンキナー ゼに阻害作用はなく、 PP2 のネガティブコントロールである pp324) ではほとんど効
果が認められなかった。 また Src のシステイン残基の SH 基と反応し Src チロシンキナーゼを
阻害する Herbimycin A
25) の濃度増加に伴い著しく抑制された (Fig. 6A)。 同様に HTGL タンパ
ク質においても PP2 では抑制が認められたが、 PP3 では抑制が認められず、 Herbimycin A で
は濃度依存的に抑制が認められた (Fig. 6B)。
プラゾシンは OCT を阻害することが知られており 20)、 肝臓には OCT l が発現している事
から OCT l 阻害剤について検討を行った。 OCT l 阻害剤である Tetrabutylammonium(TBA) に
よるトランスポ ー ター 阻害では HTGL 分泌に変化は認められなかった (Fig. 7 A-7a)。 一方、
プラゾシンは肝臓に取り込まれることで代謝を受けることから、 非特異的なチトクロー ム
P450(CYP) の阻害剤である SKF-525A26) による影響を検討したところ著しい HTGL 分泌抑制
が認められた (Fig. 7A-7b)。 同様に HTGL タンパク質においても著しい抑制が認められた (Fig.
7B-7b)。
Fig. 2. に示すようにアドレナリン m 受容体遮断薬の中でプラゾシンによる HTGL 分泌作
用は特異的であり、 受容体を刺激しても変化がないことから、 細胞膜上のアドレナリン受容
体の関与は低いことが示唆された。 しかし Fig. 6. に示すように非受容体型チロシンキナーゼ
阻害剤におけるプラゾシンによる HTGL 分泌は抑制が認められ、 Fig. 7. において CYP 阻害
剤の作用が大きく認められた事より、 プラゾシンは細胞内に入ることで何らかの影響により
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Fig. 4. Effects of Adrenoceptor agonists on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
(A) 4a) The hepatocytes were incubated with prazosin ( lOOµM,●）or without (0) in the presence of 
（土）—adrenaline. 4b) The hepatocytes were incubated with prazosin (1 OOµM,●）or without (0) in the 
presence ofL-noradrenaline. 4c) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM,●）or without 
(0) in the presence of phenylephrine. 4d) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM,●）
or without (0) in the presence of isoproterenol.
No significant differences.
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with（士）
prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of 0-200µM of various adrenoceptor agonists,
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Fig. 5. Effects of Receptor Tyrosine Kinase Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
(A) Sa) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM, ●）or without (0) in the presence
of amiloride. Sb) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM, ●）or without (0) in the 
presence of ST-638. 
No significant differences.
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with （土）
prazosin after pre-incubated for IO min in the presence of receptor tyrosine kinase inhibitors, and the 
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Fig. 6. Effects of Non-receptor Tyrosine Kinase Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL 
by Prazosin 
(A) 6a) The hepatocytes were incubated with prazosin (I OOµM, ●，■） or without (0，口） in the
presence of PP2 (0，●） and PP3 （口，■）． 6b) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM, ●）
or without (0) in the presence ofherbimycin A.
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and **p<0.01.
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with （士）
prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of non-receptor tyrosine kinase inhibitors, and
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Fig. 7. Effects of Organic Cation Transporter Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL by 
Prazosin 
(A) 7a) The hepatocytes were incubated for 60 min with prazosin (black bar) or TBA (slash bar). 7b) 
The hepatocytes were incubated with prazosin (lOOµM,●）or without (0) in the presence of SKF-
525A . 
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and ***p<0.001. 
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with（士）
prazosin after pre -incubated for 10 min in the presence of 0-lOOµM SKF- 525A, the supematants were 
harvested for western blot analysis with an HTGL antibody. 
のフラン骨格の代謝物が細胞に影響を与え ると 報告している 12) 。 近年、 プラゾシンや他のア
ドレナリン受容体関連薬において受容体に対する元々の作用と は違ったそ れぞれ特異的な作
用が数多く報告されており、 プラゾシンによるHTGL分泌に もそ の可能性が示唆される 。
すなわち、 プラゾシンによるHTGL分泌は、 肝細胞内に移行したプラゾシンが CYP 代謝




れた。 近年、 Srcチロシンキナー ゼはホスホリパ ー ゼ C(PLC)のリン酸化と活性化 を惹起する
ことが報告されている 20) 。PLC の活性化 によってホスファチジルイノシト ー ル 4,5—ニリン酸
(PIP2)を分解しイノシト ー ル1,4,5—三リン酸 (IP3)と ジアシルグリセロー ル(DAG)の2つのセ
カンドメッセンジャ ー を産生することで生体内へのシグナル伝達を通して様々な細胞機能の
調節に 関与 している 21)。Kerakawatiらの報告によるとエンドセリン—lによるマウスエ ー ルリッ
ヒ腹水癌細胞からのLPL分泌は細胞内のPLC を介することが報告されていることよりHTGL






かった(Fig. 8)。 これらの結果をふまえ肝細胞とプラゾシン共存下、 細胞内PLC活性の変化
について検討を行ったところ、 肝細胞とプラゾシンの温置時間の経過における細胞内PLC活
性 は約1.5倍の上昇を示した。 さ らにプラゾシンの濃度 増加に伴い肝細胞内PLC活性 は上昇
した(Fig. 9)。 そこでプラゾシンによる細胞内PLC活性の上昇に対する非受容体型チロシン
キナ ー ゼ阻害剤およびPLC阻害剤の影響について検討を行ったところ、 非受容体型チロシ
ンキナ ー ゼ阻害剤であるPP 2、 Herbimycin A 存在下、 阻害が認められた。 またPLC阻害剤で
あるU-73122存在下、 阻害は認められたが、 U-73122の構造類似体でPLC阻害作用の 低い
U-73343存在下では阻害作用は低かった(Fig . 10)。
Xu らの 報告によると細胞外マトリックスによるc-Src を介したPLCの活性化が報告されて
いる 32) 。 すなわち前述の結果 でプラゾシンによるHTGLの分泌はGタンパク質との関与は低
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Fig. 8. Effects of Phospholipase C Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
(A) The hepatocytes were incubated with prazosin (lOOµM,●，■）or without (0，口）in the presence
ofU-73122(〇，●）and U-73343（口，■）．
Significant differences compared with the control: *p<0.05.
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with （土）
prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of PLC inhibitors, and the supematants were
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Fig. 9. Increasing Effect of Prazosin Phospholipase C Activity in Hepatocytes 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (lOOµM ,●）or without (0) over a 30-min period. 
(b) The hepatocytes were incubated for 30 min with prazosin various concentrations (0- lOOµM) of 
prazosin. 
Significant differences compared with control: * p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.
Fig. 10. Effect of Non-receptor Tyrosine Kinase Inhibitors and Phospholipase C Inhibitors on 
Increase in Phospholipase C Activity by Prazosin 
The hepatocytes were incubated with lOOµM prazosin or without (white bar) in the presence of PP2 
(black bar), herbimycin A (cross bar), U-73122 (vertical bar), U-73343 (slash bar). 






チロシンキナー ゼの活性化に伴いリン酸化 されたPL切はPIP2を分解しIP 3 とDAG の2つ
のセカンドメッセンジャ ーを産生することが知られている。 このIP叶ま小胞体に作用する事で
細胞内にCa2+を動員し、 DAGはCa2+ と伴にプロテインキナー ゼC(PKC)の活性化 とDAGキ
ナーゼ(DGK)活性化によるホスファチジン酸の生成を行うことが知られている。 Motoyashiki
らの報告によると硫酸バナジル -BSAによりラット脂肪組織からのLPL分泌にI氏の関与が
明らか とされている33) 。 また、 IP3により上昇した細胞内C訳は細胞内のタンパク質機能発




るとされており34) 、 カルモジュリン発見の端緒と なったPDEやアデニル酸シクラ ー ゼ、 NO
合成 酵素 などへのシグナル伝達も担っている35) 。Tagashiraらの報告 によるとCaMKファミリー
であるCai+/カルモジュリン依存性プロテインキナー ゼ1I型(CaMK-II)はヘパリン刺激によ
るラット肝細胞からのHTGL分泌 において関与することが明らかになっている36) 。 肝細胞で
-10-
の CaMK-11 の役割においては、 やはり多岐にわたる機能が報告されていることより、 プラゾ




まずプラゾシンによる HTGL 分泌に対する PLC 以降のシグナル伝達において、 小胞体 IP3
受容体刺激における作用と PKC の関与について検討を行ったところ IP 3 受容体阻害剤である
Xestospongin C37) によりプラゾシンによる HTGL の分泌は阻害剤の濃度増加に伴い抑制され
た。 しかし、 PKC 阻害剤である Calphostin C38) や Chelerythrine Chloride39) の濃度を増加しても
影響は認められなかった (Fig. l lA)。 同様に HTGL タンパク質においても、 Xestospongin C に
より抑制が認められたが、 Calphostin C および Chelerythrine Chloride では抑制が認められな
かった (Fig. l lB)。 DAG による剌激を模倣し PKC を持続的に活性化する P horbol 12-Myristate 
13-Acetate (TPA) 40) による HTGL の分泌は認められず、 プラゾシン共存下において競合的阻
害も認められなかった。 さらに、 DGK 阻害剤である R5994941) 共存下でのプラゾシンによる
HTGL 分泌に対する影響は認められなかった (Fig. 12)。 次に細胞内 Ca” 変動の関与について検
討を行ったところ c訳キレート剤である Quin2/AM42) の濃度増加に伴い抑制された (Fig. 13)。
Ca” のシグナル伝達として PKC の関与は低いことが示唆されたので、 カルモジュリンの関
与を検討したところ、 フェノチアジン誘導体で Ca” 依存的にカルモジュリンに結合する阻害
剤 Trifluoperazine 43）、 ナフタレンスルホンアミド誘導体で C訳存在下カルモジュリンを阻害す
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Fig. 11. Effects of Inositol-1,4,5-triphosphate Inhibitor and Protein Kinase C Inhibitors and 
Diacylglycerol Kinase Inhibitor on the Stimnlatory Release of HTGL by Prazosin 
(A) Ila) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM, ●） or without (0) in the presence 
of Xestospongin C. 11 b) The hepatocytes were incubated with prazosin (I OOµM, ●） or without (0)
in the presence of Calphostin C. I le) The hepatocytes were incubated with prazosin (lOOµM, ●） or 
without (0) in the presence of Chelerythrine Chloride. Significant differences compared with control: 
**p<0.01.
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with （士）
prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence ofIPJ receptor inhibitor and PKC inhibitors, and
the supematants were harvested for western blot analysis with an HTGL antibody. 
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の極めて弱い 構造類似体であるW-5 45)では濃度を増加しても抑制はほとんど認められなかっ
た(Fig. 14A)。 さらにHTGLタンパク質においてもTrifluoperazme、 W-7の濃度依存的に抑制
が認められたが、 W-5では抑制が認められなかった(Fig. 14B) 。 さらにCaMK-IIに特に強い
阻害作用を示すが、 CaMK- IやWなど広いスペクトルの阻害や自己リン酸化したCaMK-IIに
阻害作用を示さないと報告のあるKN-6244)の濃度増加に伴い HTGL 分泌は抑制された。 また
CaMK-IIの特異的な阻害剤であるKN-9346)の濃度増加に伴いプラゾシンの作用 は抑制された
がKN-93の構造類似体でありCaMK-II阻害作用の極めて弱い KN-9247)によっては濃度を増
加しても 抑制は認められなかった(Fig. 15A)。 HTGLタンパク質においてもKN-62、 KN-93の
濃度依存的に抑制が認められたが、 KN-92では抑制が認められなかった(Fig. 15B)。 これらの
結果をふまえ肝細胞とプラゾシン共存下、 細胞内CaMK-II活性の変化について検討を行った
ところ、 肝細胞とプラゾシンの温置時間の経過における 細胞内CaMK-II活性 は約2.0倍の上




である。 一方、DAG と Ca2十 はPKCの活性化を引き起こ すが、PKC およびDGKによるホスファ
チジン酸の生成の関与 は極めて低い事が示唆された。 この上昇した細胞内Ca2十はカルモジュ
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Fig. 12. Effects of Diacylglycerol analog as Protein Kinase C activator and Diacylglycerol Kinase 
Inhibitor on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
(A) 12a) The hepatocytes were incubated with prazosin (lOOµM ,●）or without (0) in the presence of
TPA. 12b) The hepatocytes were incubated with prazosin (lOOµM,●）or without (0) in the presence
ofR59949.
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with（士）
prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of PKC activator and DGK inhibitor, and the
supernatants were harvested for western blot analysis with an HTGL antibody.
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Fig. 13. Effects of Ca2
+
-chelator on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
(A) The hepatocytes were incubated with prazosin (lOOµM,●）or without (0) in the presence of
Quin2/AM. 
Significant differences compared with the control: **p<0.01. 
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with 
（土）prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of Ca2
+ 
-chelator, and the supernatants were
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Fig. 14. Effects of Calmodulin Inhibitors on the Stimulatory Release ofHTGL by Prazosin 
(A) 14a) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM,●）or without (0) in the presence of 
Trifluoperazine. 14b) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM,●，■）or without (0，口）
in the presence ofW-7(〇，●）and W-5（口，■）．
Significant differences compared with control: * p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.
(B）Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with（士）
prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of calmodulin inhibitors, and the supernatants
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Fig. 15. Effects of Caz+/Calmodulin-dependent Protein Kinase II Inhibitors on the Stimulatory 
Release of HTGL by Prazosin 
(A) I Sa) The hepatocytes were incubated with prazosin (1 OOµM,●）or without (0) in the presence of 
KN-62. 15b) The hepatocytes were incubated with prazosin ( lOOµM,●，■）or without (0，口）in the
presence ofKN-93(〇，●）and KN-92（口，■）．
Significant differences compared with control: **p<0.01 and ***p<0.001. 
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with（土）
prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of CaMK-II inhibitors, and the supematants
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Fig. 16. Increasing Effect of Prazosin on Ca2+/Calmodulin-dependent Protein Kinase II Activity in 
Hepatocytes 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (lOOµM,●）or without (0) over a 20-min period. (b)
The hepatocytes were incubated for I 0-min with various concentrations (0-1 OOµM,●）of Prazosin.
Significant differences compared with control: *p<0.05 and **p<0.01 .
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4. プラゾシンによるHTGLの分泌に対するcyclicAMPおよびプロテインキナ ーゼAの関与
カルモジュリン結合 タンパク質 には前章のCaM Kの他にアデニル酸シクラー ゼ(AC) やホ
スホジエステラーゼ(PDE)などが報告されている35) 。 AC はATPをセカンドメッセンジャ ー
であるcAMPに変換する酵素であり、 cAMPはPDEにより5'-AMPに分解される。 この
cAMPは、 cAMP依存性 プロテインキナ ー ゼ(PKA) を活性化することで多くの細胞機能に関
与することが知られているが 48)、 最近ではcAMPがPKAの他にcAMP依存性交換 タンパク
質(Epac) に結合することでインスリンや胆汁酸の分泌に関与するという報告もある49,50) 。 さ
ら にはデキストラン硫酸 による癌細胞からの LPL 分泌に細胞内cAMP量の上昇が関与してい
ることが報告されている叫 また プラゾシンは、 細胞内PDE阻害作用を持つことが知られて




に伴い著しく 抑制が認められた(Fig. 17)。 続いてPKA阻害剤の効果について検討を行ったと
ころ、 それぞれ異なるタイプのPK.A阻害剤であるH-8954)および K T-5720 55)の共存下、 HTGL
分泌は阻害剤の濃度上昇に伴い抑制された(Fig. 18)。
これらの結果をふまえ肝細胞とプラゾシン共存下、 細胞内cAMP量の変動およびPKA活





























MDI、^12,330A(µM) 0 10 25 50 0 10 25 50 I Th) 
HTGL·I巳土字-総霞喰疇贔麟¢ Xと|
゜
0 25 50 
MDし12,330A (µM) 
Fig. 17. Effects of Adenylate Cyclase Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
(A) 17a) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM,●）or without (0) in the presence of 
2',5'-dideoxyadenosine. 17b) The hepatocytes were incubated with prazosin (1 OOµM,●）or without (0) 
in the presence ofM DL-12,330A. 
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and **p<0.01. 
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with
（士）prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of AC inhibitors, and the supematants were
harvested for western blot analysis with an HTGL antibody. 
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の増加を示した。 さらにプラゾシンの濃度増加に伴い肝細胞内cAMP量は大きく増加した
(Fig. 19)。 この細胞内cAMP量の増加はAC阻害剤である 2',5 '-DideoxyadenosineおよびMDL-
1 2,330A共存によって各阻害剤の濃度増加に伴い抑制された(Fig. 20)。 細胞内PKA活性は
肝細胞とプラゾシンと の 温置時間の経過に伴い上昇し、 さらにプラゾシンの濃度増加に伴
い上昇した(Fig.21)。 この細胞内PKA活性上昇はPLC阻害剤であるU-731 22の共存によっ





細胞内cAMP量は温置時間 30秒において 一 過的な増加を示すことが報告されている竺 し
かし、 本実験結果によると細胞内cAMP量は一過性な増加ではなく 時間依存的に増加してい
る。 これはプラゾシンによる肝細胞内の PDE阻害作用 の影響があると考えられる 8)。 実際に 、
肝細胞に プラゾシンと PDE阻害剤であるIBMXと を温置してもHTGL分泌は保持されたま
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Fig. 18. Effects of Protein Kinase A Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
(A) !Sa) The hepatocytes were incubated with prazosin (!OOµM, ●） or without (0) in the presence of
H-89. !Sb) The hepatocytes were incubated with prazosin (!OOµM, ●） or without (0) in the presence
ofKT5720.
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and **p<0.0 1.
(B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 min with（士）
prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of PKA inhibitors, and the supematants were
harvested for western blot analysis with an HTGL antibody.
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制すると報告 57) もあるが、 lmM ジブチリル cAMP による HTGL の分泌は、 まったく変化が
認められなかった (data not shown)。 これらのことより、 肝細胞からの HTGL 分泌にはある程
度の cAMP 最が必要であり、 また単ーな cAMP 量の増加では HTGL 分泌は行われないことが
示唆される。 加えて肝細胞内の PKA 活性は、 プラゾシンと肝細胞の温饂時間の経過およびプ
ラゾシンの濃度の増加に伴い上昇し、 cAMP 量の増加と相関が認められる。
これらの結果からプラゾシンによる HTGL の分泌促進に AC の活性化および PDE 抑制を介
する肝細胞内の cAMP 量の増加が関与していることが示唆された。 それに伴い cAMP 増加に
よる PKA の活性化が密接に関与していることが示唆された。 さらにはこの cAMP 増加に伴う
PKA の活性化は、 一部 C註放出に次ぐカルモジュリンとの結合による CaMK-11 の活性化が
関与していることが示唆された。
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Fig. 19. Increase in cyclic AMP Content in Hepatocytes by Prazosin 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM, ●） or without (0) over a 45-min period.
(b） The hepatocytes were incubated for 45-min with various concentrations (0- !OOµM，●） of Prazosin.
Significant differences compared with control: *p<0.05 and ***p<0.001.
Fig. 20. Increase in cyclic AMP Content in Hepatocytes by Prazosin 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM, ●） or without (0) in the presence of 2',5'
-dideoxyadenosine. (b) The hepatocytes were incubated with prazosin (IOOµM, ●） or without (0) in
the presence ofMDL-12,330A.
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Fig. 21. Increasing Effect of Prazosin on Protein Kinase A Activity in Hepatocytes 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (lOOµM,●）or without (0) over a 60-min period.
(b) The hepatocytes were incubated for 60-min with various concentrations (0-lOOµM,●）of Prazosin.
Significant differences compared with control: *p<0.05 and **p<0.01.
Fig. 22. Effect of Phospholipase C Inhibitors on Increase in Protein Kinase A Activity by Prazosin 
The hepatocytes were incubated with lOOµM prazosin or without (white bar) in the presence of 
U-73122(black bar), U-73343 (cross bar). 
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Fig. 23. Effect of Calmodulin Inhibitors on Increase in Protein Kinase A Activity by Prazosin 
The hepatocytes were incubated with prazosin (1 OOµM,●）or without (0) in the presence of 
Trifluoperazine. Signi:ficant differences compared with control: *p<0.05. 
Fig. 24. Effect of Caz
+
/Calmodulin-dependent Protein Kinase II Inhibitors on Increase in Protein Kinase 
A Activity by Prazosin 
The hepatocytes were incubated with prazosin (I OOµM,●）or without (0) in the presence of KN-93. 




く細胞内において非受容体型チロシンキナー ゼを活性化 し、 PLCの活性上昇、 次いでI化の
産生増加を惹起し、 小胞体のIP3受容体を刺激することで細胞内Ca”の増加を生じ、 カルモ
ジュリンの結合、それに伴うCaMK-IIの活性化を 引き起こす。そ してさらにAC が活性化され、
細胞内cAMP量の上昇とそれに伴うPKAの活性化を促進する。
すなわちHTGLの分泌は細胞内c訳の変動によるCaM/CaMK-II系とCaM/ACIPKA系 によっ
て調節されて おり、 プラゾシンはこれらの系を活性化することによりHTGL の分泌を促進 し








transduction pathway by 
Prazosin 
I) Smith L.C., Pownall H.J., Gotto A.M. Jr., Annu. Rev. Biochem., 47, 751-757 (1978).
2) Nilsson-Ehle P., Garfinkel A.S., Schotz M.C., Annu. Rev. Biochem., 49, 667-693 (1980).
3) Landin B., Nilsson A., Twu J.S., Schotz M.C., J Lipid Res., 25, 559-563 (1984).
4) Connelly P.W., Clin. Chim. Acta, 286, 243-255 (1999).
5) Arai T., Yamashita S., Hirano K., Sakai N., Kotani K., Fujioka S., Nozaki S., Keno Y., Yamane M.,
Shinohara E., Arterioscler Thromb., 14, 1129-1136 (1994).
6) Chatterjee C., Sparks D.L., Am. J Pathol., 178, 1429-1433 (2011).
7) Perret B., Mabile L., Martinez L., Terce F., Barbaras R., Collet X., J Lipid Res., 43, 1163-1169
(2002). 
8) D'A皿iento M., Lacema F., Lauro R., Modesti A., Verna R., Ceccarelli G., Eur. J Pharmacol., 65, 
243-247 (1980).
-19-
9) Armenia A., Munavvar A.S., Abdullah N.A., Helmi A., Johns E.J., Br. J Pharmacol., 142, 719-726
(2004). 
I 0) Lepor H., Urol. Clin. North. Am., 17, 651-659 (1990). 
11) Jaillon P., Clin. Pharmacokinet., 5, 365-376 (1980).
12) Erve J.C., Vashishtha S.C., Demaio W., Talaat R.E., Drug. Metab. Dispos., 35, 908-916 (2007).
13) Takabatake T., Ohta H., Maekawa M., Yamamoto Y., Ishida Y., Hara H., Hattori N., Am. J Med.,
76, 113-116 (1984).
14) Jansen H., Lammers R., Baggen M.G., Birkenhager J.C., J Cardiovasc. Pharmacol., 13, s5-sl 0
(1989). 
15) Belahsen R., Deshaies Y., J Nutr., 123, 520-528 (1993).
16) Krone W., Millier-Wieland D., Nagele H., Behnke B., Greten H., J Cardiovasc. Pharmacol., 10,
s l 99-s202 (1987).
17) Cutler R., Am. J Caldiol., 51, 628-631 (1983).
18) Hu Z.W., Shi X.Y., Hoffman B.B., J Cardiovasc. Pharmacol., 31, 833-839 (1998).
19) Gee E., Mikiewicz M., Haas T.L., J Cell. Physiol., 222, 120-126 (2010). 
20) White D.L., Saunders V.A., Dang P., Engler J., Zannettino A.C., Cambareri A.C., Quinn S.R.,
Manley P.W., Hughes T.P., Blood., 108, 697-704 (2006). 
21) Ueki H., Yamasaki Y., Higo K., Motoyashiki T., Kawabata H., Mortia T., Biol. Pharm. Bull., 23,
214-218 (1995). 
22) Tagashira H., Kerakawati R., Motoyashiki T., Morita T., J health. Sci., 52, 85-90 (2006).
23) Gates A., Hohenester S., Anwer M.S., Webster C.R., Am. J Physiol. Gastrointest Liver. Physiol.,
296, 764-774 (2009).
24) Chen M.C., Solomon T.E., P erez Salazar E., Kui R., Rozengurt E., Soll A.H., Am. J Physiol.
Gastrointest Liver. Physiol., 283, 893-899 (2002). 
25) Uehara Y., Fukazawa H., Murakami Y., Mizuno S., Biochem. Biophys. Res. Commun., 163, 803-809
(1989).
26) Guzelian P.S., Bissell D.M., Meyer U.A., Gastroenterolo邸，72, 1232-1239 (1977). 
27) Bardelli A., Maina F., Gout I., Fry M.J., Waterfield M.D., Comoglio P.M., P onzetto C., Oncogene., 1, 
1973-1978 (1992).
28) Kin M.J., Kim E., Ryu S.H., Suh P.G., Exp. Mo!. Med., 32, 101-109 (2000). 
29) Kerakawati R., Morita T., J health. Sci., 56, 467-471 (2010). 
30) Kayali A.G., Eichhorn J., Haruta T., Morris A.J., Nelson J.G., Vollenweider P., Olefsky J.M.,
Webster N.J., J Biol. Chem., 273, 13808-13818 (1998).
31) ThompsonA.K., Mostafapour S.P., Denlinger L.C., Bleasdale J.E., Fisher S.K., J Biol. Chem., 266,
23856-23862 (1991).
-20-
32) Xu G.G., Geng Z., Zhou X.C., He Y.G., He T.T., Mei J.X., Yang Y.J., Liu Y.Q., Xu C.S., Genet.
Mo!. Res., 14, 5710-5723 (2015).
33) Motoyashiki T., Miyake M., Yoshida A., Morita T., Ueki H., Biol. Pharm. Bull., 22, 780-786 (1999). 
34) Manalan A.S., Klee C.B., Adv.Cyclic. Nucleotide. Protein. Phosphorylation. Res., 18, 227-278
(1984). 
35) Kakiuchi S., Yamazaki R., Biochem. Biophys. Res. Commun., 41, 1104-1110 (1970).
36) Tagashira H., Nakahigashi S., Kerakawati R., Motoyashiki T., Morita T., Biol. Pharm. Bull., 28, 
409-412 (2005).
37) Mijares A., Altamirano F., Kolster J., Adams J.A., Lopez J.R., Biochem. Biophys. Res. Commun.,
452, 1054-1059 (2014).
38) Adachi T., Nakashima S., Nakamura T., Nozawa Y., Hepatology., 23, 1225-1253 (1996). 
39) Kanuck M.P., Ellsworth J.L., Life. Sci., 57, 1981-1991 (1995).
40) Moteki H., Kimura M., Ogihara M., Biol. Pharm. Bull., 34, 980-986 (2011).
41) Baldanzi G., Mitola S., Cutrupi S., Filigheddu N., van Blitterswijk W.J., Sinigaglia F., Bussolino F., 
Graziani A., Oncogene., 23, 4828-4838 (2004). 
42) Tsien R.Y., P ozzan T., Rink T.J., J Cell Biol., 94, 325-334 (1982).
43) Melien 0., Nilssen L.S., Dajani O.F., Sand K.L., Lversen J.G., Sandnes D.L., Christoffersen T.,
BMC Cell Biol., 3, 5 (2002). 
44) Hidaka H., Sasaki Y., Tanaka T., Endo T., Ohno S., Fujii Y., Nagata T., Proc. Natl. Acad. Sci. US.A.,
78, 4354-4357 (1981).
45) Holen I., Gordon P.B., Seglen P.O., Biochem. J., 284, 633-636 (1992).
46) Rezazadeh S., Claydon T.W., Fedida D., J Pharmacol. Exp. Ther., 317, 292-299 (2006).
47) Wie L.H., Chen F., Karagueuzian H.S., Weiss J.N., Circ. Res., 104, 79-86 (2009).
48) Scott J.D., Pharmacol. Ther., 50, 123-145 (1991).
49) Fu D., Wakabayashi Y., Lippincott-Schwartz J., Arias J.M., Proc. Natl. Acad. Sci. US.A., 108,
1403-1408 (2011).
50) Shibasaki T., Takahashi T., Takahashi H., Seino S., Diabetes. Obes. Metab., 16, 118-125 (2014).
51) Morita T., Ueki H., KanagawaA., Cancer. Lett., 122, 37-42 (1998).
52) Olaus T.H., Anand-Srivastava M.B., Johnson R.A., Mo!. Cell. Endocrinol., 26, 269-279 (1982).
53) Guinzberg R., Uribe S., Diaz-Cruz A., Hernandez Cruz A., P ifia E., Life Sci., 79, 382-390 (2006).
54) Chijiwa T., Mishima A., Hagiwara M., Sano M., Hayashi K., Inoue T., Naito K., Toshioka T.,
Hidaka H., J Biol. Chem., 265, 5267-5272 (1990).
55) Li J., Yang S., Billiar T.R., J Biol. Chem., 275, 13026-13034 (2000).
56) Morita T., Sakata K., Kanagawa A., Ueki H., Biol. Pharm. Bull., 17, 577-580 (1994).
57) Sundaram G.S., Shakir K.M., Barnes G., Margolis S., J Biol. Chem., 253, 7703-7710 (1978).
-2l -

